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HBV: Vírus de Hepatite B 
ORF: fase aberta de leitura 
HBcAg: antígeno core 
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INTRODUÇÃO: Apesar da existência de uma vacina profilática, o vírus de Hepatite B 
(HBV) é um importante problema de saúde mundial, sendo responsável por cerca de 257 
milhões de infecções crônicas incuráveis ao redor do mundo, que podem resultar em 
desfechos graves como cirrose e câncer hepático. Considerando a divergência filogenética 
entre genomas virais completos, o HBV humano tem sido classificado em dez linhagens 
(genótipos A-J). Em geral, esses genótipos podem ser relacionados a regiões geográficas e 
perfis étnicos específicos, conectando a dispersão viral à história populacional. Os genótipos 
de HBV mais divergentes (F e H) são considerados autóctones das Américas, e são 
usualmente relacionados a populações Nativas Americanas, que mostram as maiores taxas 
de prevalência para HBV nesse continente. Embora a distribuição global de genótipos do 
HBV seja sugestiva de uma origem antiga e um longo tempo de coevolução com o 
hospedeiro humano, não há consenso entre as teorias que abordam a história evolutiva do 
HBV. 
OBJETIVOS: O principal objetivo dessa tese é contribuir para um melhor conhecimento 
sobre o HBV circulante na América Latina, relacionando aspectos genéticos e evolutivos do 
vírus e de seu hospedeiro. Primeiramente, avaliamos o impacto de topologias alternativas 
para o HBV sobre inferências de aceleração de taxa e de seleção positiva para os genótipos 
F e H. A seguir, testamos a relação evolutiva entre as linhagens do genótipo D presentes na 
América Latina e na Europa. Finalmente, comparamos populações Nativas Americanas para 
diferenças genéticas no vírus e no hospedeiro que pudessem estar associadas a diferentes 
prevalências de HBV. 
MATERIAL E MÉTODOS: Usamos abordagens filogenéticas baseadas em máxima 
verossimilhança e em análise Bayesiana para inferir hipóteses alternativas para o HBV. A 
evolução molecular dos genótipos F e H foi estimada baseada em cada hipótese filogenética. 
A seguir, usamos métodos filogenéticos e de genética de populações para comparar a 
variação genética em linhagens do genótipo D encontradas em populações Latino-
Americanas e Europeias para inferir relações ancestral-descendente entre elas. Finalmente, 
usamos um racional caso-controle para comparar populações Nativas Americanas para a 
prevalência de HBV usando conjuntos de dados de SNPs genômicos genotipados nessas 





RESULTADOS E CONCLUSÕES: Os resultados mostraram um suporte maior para a 
topologia de HBV enraizada nos genótipos F-H, ressaltando que o acúmulo de diferenças 
observadas nessas linhagens é devido a uma divergência antiga, e não a uma aceleração 
causada por seleção positiva. Por outro lado, a inferência de seleção positiva foi robusta à 
incerteza filogenética. Os resultados também mostraram a influência de muitas fontes de 
genótipos D na América Latina, com um papel especial para a Itália, em nível de 
subgenótipo, na dispersão para o a região sul. Finalmente, nossos resultados são sugestivos 








BACKGROUND: Despite the existence of a prophylactic vaccine, the Hepatitis B Virus 
(HBV) is a major global health problem, being responsible for about 257 million worldwide 
incurable chronic infections that can result in severe outcomes like cirrhosis and liver cancer. 
Considering the phylogenetic divergence among complete viral genomes, the human HBV 
has been classified into ten HBV lineages (genotypes A-J). In general, these genotypes can 
be related to specific geographical regions and ethnic profiles, connecting viral dispersal and 
host population history. The most divergent HBV genotypes (F and H) are considered 
autochthonous of the Americas and are usually related to Native Americans populations, 
who show the highest HBV prevalence in this continent. Despite the global HBV genotypes 
distribution is suggestive of an ancient origin and a long co-evolutionary time with its human 
host, there is no consensus among the theories addressing evolutionary history of HBV.  
AIM: The major aim of this thesis is to contribute to the better knowledge of circulating 
HBV in Latin America addressing genetic and evolutionary aspects of the virus and its host. 
First, we evaluated the impact of alternative HBV topologies over inferences of rate 
acceleration and positive selection for genotypes F and H. Next, we tested the evolutionary 
relationship between genotype D lineages present in Latin America and Europe. Finally, we 
compared Native American populations for viral and host genetic differences that could be 
associated to different HBV prevalence. 
METHODS: We used phylogenetic approaches based on maximum likelihood and 
Bayesian analysis to infer alternative hypothesis for HBV. Molecular evolution of F and H 
genotypes was estimated based on each phylogenetic hypothesis. Next, we used 
phylogenetic and population genetic methods to compare the genetic variation in genotype 
D lineages found in Latina American and European populations to infer ancestral-descendent 
relationships among them. Finally, we used a case-control rationale to compare Native 
American populations for HBV prevalence using datasets of genomewide SNPs genotyped 
in these populations, as well as HBV lineages isolated from them. 
RESULTS AND CONCLUSIONS: Our results showed a much higher support for a HBV 
topology rooted in F-H genotypes, highlighting that the accumulation of differences 





positive selection. On the other hand, the occurrence of positive selection was robust to 
phylogenetic uncertainty. In addition, our results showed the influence of many D genotype 
sources in Latin America, with a special role for Italy in the dispersion at subgenotype level 
in the Southern region. Finally, our results are suggestive of an important role of RARB gene 





















1.1 A família Hepadnaviridae 
O Vírus da Hepatite B (HBV) pertence à família Hepadnaviridae, a qual reúne 
pequenos vírus de DNA envelopado (~3 a 3.3kpb) que apresentam tropismo por hepatócitos 
(Ganem and Prince 2004). Esse grupo abrange os únicos vírus de animais que replicam seu 
genoma via um intermediário de RNA, através da atividade de transcriptase reversa presente 
na polimerase viral (Summers and Mason 1982; Locarnini et al. 2013). Dentro da família 
existem dois gêneros espécie-específicos: Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus, que 
infectam mamíferos e aves, respectivamente (Suh et al. 2013). Com a identificação de 
elementos virais endógenos – uma consequência da inserção e fixação de fragmentos do 
DNA viral no genoma hospedeiro -, foram encontradas evidências de hepadnavírus no 
genoma de crocodilianos, tartarugas, cobras (Gilbert et al. 2014; Suh et al. 2014) e, mais 
recentemente, também em peixes e anfíbios (Dill et al. 2016), indicando que estes vírus 
tiveram capacidade de infectar os cinco principais grupos de vertebrados: mamíferos, aves, 
répteis, anfíbios e peixes.  
Em primatas não humanos, HBV tem sido isolado de chimpanzés, gibões, gorilas e 
orangotangos, os quais mostram linhagens específicas, mas que estão dentro do espectro de 
variação das linhagens humanas (Simmonds 2001). Em termos filogenéticos, as linhagens 
humanas são parafiléticas em relação às linhagens dos grandes primatas (e.g. Souza et al. 
2018). Embora não exista registro de infecção humana por HBV oriundo de outros primatas, 
ocorrência de infecção por linhagens humanas e também de outras espécies de primatas são 
observadas nesses animais (Rasche et al. 2016). Considerando os macacos do Novo Mundo, 
até o momento HBV só foi identificado no macaco-barrigudo (Lagothrix lagotricha) 
(Lanford et al. 1998) e no macaco-prego-do-peito-amarelo (Sapajus xanthosternos) (Souza 
et al. 2018). As linhagens virais obtidas dessas espécies constituem, do ponto de vista 
filogenético, um grupo-irmão em relação às demais, com diferenças genéticas mais 
pronunciadas dessas últimas (Souza et al. 2018).  
Uma análise recente comparando diferentes famílias virais e seus hospedeiros 
mostrou que Hepadnaviridae apresenta eventos frequentes de co-divergência, o que é 
refletido em padrões de história evolutiva semelhantes. Em conjunto, essas características 
sugerem uma origem viral antiga, envolvendo eventos de alternância de hospedeiros e um 





Apesar da ocorrência em hospedeiros tão diferentes, o HBV compartilha uma organização 
genômica e estrutural que é semelhante para todos os membros da família Hepadnaviridae. 
   
1.2 O Vírus da Hepatite B em humanos 
1.2.1 Estrutura 
A partícula infecciosa do HBV apresenta uma estrutura esférica e envelopada que 
abrange o nucleocapsídeo viral, dentro do qual se encontra o DNA (Ganem and Prince 2004). 
O genoma do HBV possui estrutura relaxada, circular (rcDNA) e parcialmente dupla-fita, 
com diferentes comprimentos: a fita maior (negativa) possui cerca de 3200 pares de base 
enquanto a sua complementar (positiva) apresenta um tamanho que varia de 50 a 100% da 
primeira (Wei et al. 2010). Sua organização genômica é compactada e inteiramente 
codificante, apresentando 4 fases abertas de leitura (ORFs) parcialmente sobrepostas 
(Ganem and Prince 2004):   
- P - codifica a polimerase viral, uma proteína multifuncional que apresenta adicional 
atividade de transcriptase reversa (Dandri and Locarnini 2012);  
- S (ou Pré-S1/ Pré-S/ S) - inteiramente sobreposta à P e dividida em três domínios, 
os quais levam à produção das proteínas de superfície que formam o envelope do 
nucleocapsídeo. Todas elas possuem a mesma terminação 3’, mas apresentam diferentes 
códons de iniciação, o que configura a produção de três proteínas de tamanhos diferentes: a 
proteína grande (LHBs) é essencial para a entrada do vírus na célula, apresentando função 
importante relacionada à capacidade infectante; a média (MHBs) não possui funções 
estabelecidas; e a pequena (SHBs) é a mais abundante delas, constitui o antígeno de 
superfície (HBsAg) e é sintetizada no retículo endoplasmático (Valaydon and Locarnini 
2017). Essas mesmas proteínas são também utilizadas pelo Vírus de Hepatite D (HDV), uma 
vez que este não produz seu próprio antígeno de superfície, tornando necessária a existência 
de infecção prévia por HBV para que a infecção ocorra (Zhang et al. 2018).  
- C (ou Pré-C/ C) - quando traduzido completamente, codifica o antígeno secretado 
“e” (HBeAg), uma proteína acessória que funciona como marcador sorológico de infecção 
ativa e tem sido apontada com necessária no processo de persistência da infecção (Milich 
and Liang 2003). O domínio pré-C produz o antígeno core (HBcAg) que compõe o 





- X - codifica a proteína regulatória HBx que ocorre exclusivamente nos mamíferos 
(van Hemert et al. 2011), e cuja função está relacionada com a expressão gênica vírus-
hospedeiro, sendo requerida para o estabelecimento da infecção e manutenção da replicação 
ativa do vírus. Sua atividade tem sido associada como o fator principal no potencial 
carcinogênico do HBV (Wei et al. 2010; Lucifora et al. 2011).    
 
1.2.2 Transmissão e Epidemiologia do HBV 
A situação epidemiológica do HBV varia bastante ao redor do mundo. As maiores 
prevalências são observadas na região do Oeste do Pacífico e também na África, onde mais 
de 6% da população se encontra infectada pelo vírus, seguido pela região do Mediterrâneo 
que apresenta prevalências gerais maiores que 3% (WHO 2017). HBV é transmitido pelo 
contato com sangue ou outros fluidos corporais de pessoas infectadas (Trépo et al. 2014). O 
vírus pode ser passado de forma vertical, da mãe para o filho, e também de forma horizontal 
pelas vias parenteral e sexual (Lin et al. 1990; Li et al. 2015). As principais vias de 
transmissão variam de acordo com a situação epidemiológica da região, bem como com os 
hábitos e condições das populações (Zanetti et al. 2008; Alvarado-Mora et al. 2011; Godoy 
et al. 2016). De uma forma geral, regiões de altas prevalências apresentam taxas maiores de 
infecção perinatal ou transmissão vertical, enquanto locais com prevalência de baixa a 
intermediária apresentam rotas de transmissão predominantemente parenteral e sexual 
(Stevens et al. 1975). Ainda assim, situações diferenciadas podem ser observadas mesmo em 
áreas de baixa prevalência, como é o caso de grupos mais vulneráveis, imigrantes, e usuários 
de drogas, por exemplo (Montenegro and Stephens 2006; Alvarado-Mora et al. 2011; 
McCarthy et al. 2013; Richter et al. 2014; Godoy et al. 2016; Coppola et al. 2017).  
Na América as prevalências gerais de HBV são baixas, entretanto a América Latina 
conta com a maioria dos casos da infecção e apresenta situações epidemiológicas 
preocupantes em algumas regiões (PAHO 2016). Um exemplo disso é a região da Amazônia 
e as populações Nativas Americanas. A região é endêmica para HBV e HDV, e as condições 
de vida das populações, que podem envolver localização isolada e condições precárias de 
saneamento, além de práticas culturais específicas como tatuagem, escarificação, 
compartilhamento de objetos ou perfuração para colocação de adornos, por exemplo, acabam 





2017). Com isso, estudos mostram que as prevalências em determinadas populações podem 
alcançar os 80%, revelando uma situação bastante grave (Torres 1996; Braga 2004; Godoy 
et al. 2016).    
Como consequência mais frequente da infecção em adultos, há ocorrência de hepatite 
aguda, onde a imunidade do indivíduo realiza a depuração viral de forma espontânea e 
assintomática. Entretanto, em alguns casos esse vírus pode persistir na forma de uma 
infecção crônica que não possui cura e pode resultar em desfechos graves como a cirrose, 
carcinoma hepatocelular (HCC) ou falência hepática (Ganem and Prince 2004). Essa 
persistência está bastante relacionada com a idade no período da infecção. Estima-se que 
mais de 90% das crianças infectadas antes do primeiro ano de vida desenvolvam hepatite 
crônica, enquanto em adultos esse número varia entre 0 e 2% (Ozasa et al. 2006; Yuen et al. 
2018). 
A disponibilidade de uma vacina efetiva como estratégia profilática produziu uma 
redução significativa nas taxas globais de infecção, mortalidade de crianças em decorrência 
da doença, taxas de portadores crônicos e incidência de HCC na infância (Zanetti et al. 2008; 
Schweitzer et al. 2015). Entretanto, existem cerca de 257 milhões de pessoas cronicamente 
infectadas por HBV atualmente, o que tem produzido mais de um milhão de mortes anuais 
em decorrência de patologias hepáticas associadas à infecção (Block et al. 2007; WHO 
2017). Esses números motivaram a Organização Mundial da Saúde a adicionar as hepatites 
virais junto às principais doenças infecciosas que representam uma ameaça à saúde global e 
precisam de esforços conjuntos para serem combatidas (Chen et al. 2015; Locarnini et al. 
2016; Revill et al. 2016). 
 
1.2.3 Replicação do HBV 
 O processo celular completo pelo qual a infecção por HBV ocorre está representado 
na Figura 1 (Revill and Locarnini 2016). A entrada do HBV no hepatócito é mediada por 
uma ligação reversível e de baixa afinidade (Leistner et al. 2008) seguida por uma ligação 
de alta especificidade entre a região Pré-S1 da proteína maior do envelope viral ao 
polipepetídeo co-transportador de taurocolato de sódio (NTCP) – um receptor específico 
com fundamental atividade para a entrada tanto do HBV como do HDV no hepatócito. 





infecção, sendo indicativo de que este é um fator limitante para ocorrência da infecção em 
humanos (Ni et al. 2014). 
Após a ligação a este receptor, o vírus é internalizado pelo hepatócito através de 
endocitose (Yan and Li 2015). Na sequência, ocorre a remoção do envelope viral e do 
nucleocapsídeo e o rcDNA é transportado para o núcleo onde é convertido através da 
interação com proteínas do hospedeiro a uma molécula circular covalentemente fechada 
(cccDNA) - uma estrutura funcional de minicromossomo que servirá de molde para a 
transcrição de todos os RNAs virais (Rabe et al. 2003; Dandri and Locarnini 2012). Nesse 
processo, os RNAs menores irão originar todas as proteínas virais, enquanto o RNA maior 
denominado de pré-genômico (pgRNA) será transportado para o citoplasma, onde receberá 
a estrutura do nucleocapsídeo e servirá de molde para a replicação do DNA viral através da 
atividade de transcriptase reversa da polimerase. Essa conversão do RNA longo em DNA 
ocorre de maneira sequencial: a primeira fita (-) é sintetizada a partir do RNA encapsidado, 
enquanto a segunda (+) utilizará a fita recém-sintetizada como molde (Ganem and Prince 
2004). 
Nesse processo pode ocorrer pareamento inespecífico e a consequente produção de 
estruturas lineares de DNA dupla-fita, as quais podem se integrar ao DNA do hospedeiro 
através de recombinação (Beck and Nassal 2007; Valaydon and Locarnini 2017). De uma 
forma geral, eventos de integração ao genoma do hospedeiro são pouco frequentes em 
infecção por HBV, mas costumam aumentar com a persistência da infecção e são associados 
à ocorrência de carcinoma hepatocelular (HCC) (Zhao et al. 2016). Devido à organização 
estrutural complexa do vírus, neste processo normalmente ocorre apenas a preservação do 
domínio menor da ORF S (Yuen et al. 2018). Na maior parte das vezes, no entanto, a 
estrutura circular é formada normalmente e o vírion maduro recebe o envelope proteico, 
sendo liberado do hepatócito com capacidade para infectar novas células (Ganem and Prince 
2004; Wei et al. 2010; Dandri and Locarnini 2012; Valaydon and Locarnini 2017). Por outro 
lado, parte dessas estruturas em formação (com DNA linear ou circular) será reencaminhado 
para o núcleo, mantendo um reservatório de moldes transcricionais que servirão para reativar 
a replicação viral, o que representa um importante desafio clínico para a cura da doença 






Figura 1: Representação da replicação do HBV (modificado de Revill e Locarnini, 2016). 
 
Muitas das proteínas produzidas durante este processo são utilizadas como 
marcadores sorológicos da doença e são representativas do tipo de resposta e progressão que 
está em curso no indivíduo infectado, servindo como um guia para aplicações terapêuticas. 
O HBsAg é secretado no sangue em grandes quantidades como característica da replicação 
ativa do HBV, mas sua produção é vinculada tanto à atividade viral como também ao DNA 
do hospedeiro pós integração e, este último, pode implicar na dificuldade terapêutica de 
alcançar a perda da expressão de HBsAg, contribuindo para a persistência da infecção (Yuen 
et al. 2018). 
O HBV é um vírus de longa história evolutiva junto ao seu hospedeiro humano 
(Paraskevis et al. 2013b), na maioria dos casos, a infecção viral e a subsequente replicação 
dentro do hepatócito não produzem efeito citopático. Entretanto, as consequências do 
processo de infecção por HBV vão depender da interação entre fatores virais e do hospedeiro 
(Chisari and Ferrari 1995; Schinzari et al. 2015; Gómez-Moreno and Garaigorta 2017). 
Enquanto o dano hepático associado à progressão da doença ocorre principalmente por efeito 
das tentativas da resposta imune do hospedeiro de eliminar o HBV dos hepatócitos 





seleção de mutações de escape à resposta imunológica (Locarnini 2005). Com isso, os 
desfechos clínicos da doença são altamente variáveis.   
 
1.3 Classificação Genotípica 
A falta de atividade de correção de erro da polimerase do HBV torna o vírus 
altamente suscetível a adquirir mutações durante cada ciclo de replicação (Steinhauer and 
Holland 1986). Essa alta taxa mutacional contribui para a formação de variantes virais. A 
classificação dessas variantes é realizada através de análises filogenéticas do genoma 
completo do vírus de modo que diferenças de 7.5% ou mais entre os genomas comparados 
configuram um genótipo de HBV, enquanto variações de 4% ou mais em um mesmo 
genótipo passam classificá-lo em diferentes subgenótipos (Kramvis 2014). Atualmente 
existem 10 genótipos descritos para HBV os quais são denominados de A-J (Huy et al. 2008; 
Tatematsu et al. 2009; Kramvis 2014). Os genótipos de HBV apresentam uma forte 
estruturação geográfica e, embora o padrão de distribuição esteja mudando especialmente 
em regiões com elevadas taxas migratórias, suas distribuições globais estão assim 
caracterizadas (Kurbanov et al. 2010; Sunbul 2014): o genótipo A está presente no mundo 
todo, mas é primariamente descrito na África Subsaariana, Norte da Europa e América do 
Norte; genótipos B e C são mais frequentemente encontrados no leste e sudeste asiático e na 
Oceania; o genótipo D também apresenta uma distribuição global e é especialmente 
característico da Europa, Oriente Médio e países da região do Mediterrâneo; o genótipo E é 
endêmico da África Ocidental e raramente registrado fora do continente africano; genótipos 
F e H representam as linhagens autóctones da América, com ocorrência bastante restrita às 
Américas do Sul e Central; o genótipo G não foi associado a uma região específica e tem 
sido detectado em amostras dos Estados Unidos, México, França, Alemanha, Turquia, Brasil 
e Japão; os mais recentemente descritos genótipos I e J foram detectados apenas em 
indivíduos do Vietnam e Laos, e Japão, respectivamente.    
Essa associação entre diferentes genótipos de HBV e regiões ou etnias específicas 
fazem deste vírus um bom marcador dos processos históricos vinculados às populações, uma 
vez que reflete, especialmente, os padrões migratórios que compuseram a população do 
local. Exemplos disso podem ser vistos na distribuição dos genótipos de HBV na América 





A América Latina apresenta uma distribuição diferenciada das demais regiões, com 
ocorrência do genótipo H especialmente no México e predomínio do genótipo F na maior 
parte dos outros países de língua espanhola (Alvarado-Mora and Pinho 2013). Os genótipos 
F e H são considerados autóctones das Américas e tem sido relacionado às populações 
Nativas Americanas (Devesa and Pujol 2007; Roman et al. 2010). Em contraste a esta 
distribuição (Lampe et al. 2017)(Fig. 2), no Brasil o genótipo mais frequente (A, subgenótipo 
A1) representa uma linhagem associada à origem africana, o que tem sido relacionado à 
massiva imigração forçada de escravos africanos para este país entre os séculos XVI e XIX 
(Araujo et al. 2004; Moura et al. 2013). Por fim, na região Sul do Brasil ocorre um marcado 
predomínio do genótipo D, característico da região do Mediterrâneo e que tem sido 
associado à ancestralidade europeia. O sul do Brasil recebeu diversas ondas de colonizadores 
europeus durante a segunda metade do século XIX, o que pode explicar a alta frequência 
desse genótipo nessa região (Bertolini et al. 2012; Moura et al. 2013; Gusatti et al. 2015). 
 
Figura 2: Distribuição dos genótipos de HBV no Brasil: enquanto o genótipo A (azul) – 
relacionado à origem africana – predomina em quase todos os estados, na região Sul ocorre 
maior representatividade do genótipo D (vermelho) – relacionado com origem europeia. Em 
comparação, o genótipo F (verde) - considerado autóctone da América do Sul e relacionado 





1.4 História Evolutiva  
Todas estas características associadas ao HBV reforçam a ideia de uma origem viral 
antiga e um longo período de segregação com o hospedeiro humano (Paraskevis et al. 2013). 
Recentemente, HBV foi isolado de amostras antigas datadas de ~800 a 4500 anos atrás 
(Mühlemann et al. 2018), e também em múmias do século XVI (Bar-Gal et al. 2012; Ross 
et al. 2018). Todas as linhagens se mostraram proximamente relacionadas às que ocorrem 
atualmente, evidenciando uma divergência genotípica bastante antiga. Embora essa idade 
antiga associada ao vírus pareça plausível, não existe um consenso científico sobre a sua 
história de origem e dispersão. Dentre as hipóteses sugeridas está a que propõe que o HBV 
estava presente no ancestral comum entre os primatas do Velho Mundo e os macacos do 
Novo Mundo, ocorrendo uma co-especiação por volta de 35-10 milhões de anos atrás 
seguida de diversos eventos de transmissão entre espécies de primatas (Tatematsu et al. 
2009); ou ainda que HBV poderia estar presente entre os hominídeos que saíram da África 
por volta de 60-70 mil anos atrás (Norder et al. 1994; Magnius and Norder 1995; Mühlemann 
et al. 2018). 
Um dos motivos mais intrigantes em relação à essa história evolutiva reside na 
marcada divergência que os genótipos americanos F e H têm dos demais. Esse fato tem 
levantado hipóteses controversas, como a que sugere uma origem do HBV no Novo Mundo 
e posterior disseminação para os demais continentes há apenas 400 anos (Simmonds 2001). 
Adicionalmente, os processos que levaram ao acúmulo de tantas diferenças no ramo 
filogenético destas linhagens também não são completamente entendidos, e alguns estudos 
têm proposto a ocorrência de uma aceleração na taxa evolutiva desses genótipos influenciada 
por seleção positiva (Paraskevis et al. 2015). Desta forma, investigar os processos evolutivos 
envolvidos com as linhagens de HBV representa um desafio que pode auxiliar não apenas 






1.5 Objetivos  
1.5.1 Objetivo Geral 
 
O objetivo desta tese é contribuir para um conhecimento mais aprofundado sobre o 
HBV circulante na América Latina, relacionando aspectos genéticos e evolutivos de ambos, 
vírus e hospedeiro.  
 
1.5.2 Objetivos Específicos 
 
a) Testar se a inferência de uma taxa evolutiva acelerada nos genótipos F e H é 
robusta em relação à diversidade de hipóteses filogenéticas plausíveis para o HBV, e 
elucidar o papel da seleção positiva sobre essa possível aceleração; 
b) Avaliar a relação entre as linhagens de HBV do genótipo D circulantes na 
América Latina e na Europa, relacionando com aspectos históricos da imigração 
europeia na região bem como com os padrões de dispersão do HBV; 
c) Investigar fatores genéticos do vírus e suas populações hospedeiras 
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Characterizing molecular evolution patterns of the Hepatitis B Virus (HBV) is important for 
a better understanding of the natural history of this infection. However, several molecular 
evolution estimates are conditional on a given tree topology. There is no consensus about 
the phylogenetic relationships of HBV genotypes, and different studies often find alternative 
topologies. While most studies consider HBV genotypes F and H as sister to all other human 
genotypes, a recent study suggested an alternative HBV phylogeny that indicates an 
accelerated substitution rate for HBV-F/H partially driven by positive selection. In this 
study, we evaluate the impact of alternative HBV topologies on inferences of HBV 
phylogeny, rate acceleration, and positive selection on the HBV-F/H branch. Our results 
indicate that under certain methodological assumptions alternative HBV topologies are 
equally likely, even though some topologies may be preferred under certain methods. 
Considering phylogenetic uncertainty, there is no evidence that HBV-F/H had an accelerated 
substitution rate, even though inferences of positive selection are robust to alternative 
background topologies. Understanding the full range of likely topologies will be crucial for 
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Hepatitis B Virus (HBV) is a hepatotropic virus that infects 7 to 12 million people in Latin 
America. HBV genotype D (HBV/D) has a worldwide distribution and, in Latin America, is 
associated to European migrations. Indeed, some Latin America regions where HBV/D 
reaches higher frequencies, such as Southern Brazil, had received an important flow of 
Italian migrants in the late 19th century. In this study, we used phylogenetic and population 
genetics approaches to compare HBV/D isolates from Europe and Latin America and 
establish evolutionary relationships between viral distribution and historical events 
associated to HBV spread. Our results showed a predominance of HBV/D3 towards southern 
South America with subgenotype distributions mirroring those present in Italy. On the other 
hand, the Caribbean and Northeastern Brazil showed a distinct subgenotype distribution, 
with HBV/D4 reaching high frequencies. At the subgenotypic level, HBV/D3 was more 
related to Italian migration in Southeast Brazil (BR-SE), and evidenced an older population 
expansion shared by both populations, which may suggest that BR-SE acted as a source 
population in Latin America. In addition, we found similarities between Germany and 
Poland HBV/D3 and other Latin America populations, and also between Germany, Poland 
and BR-SE for HBV/D2. Finally, HBV/D4 showed a specific population dynamics, with 
marked genetic differences among localities. This study highlighted a complex history for 
HBV/D dispersal across Latin America, in which multiple sources populations contributed 
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Hepatitis B Virus (HBV) affects hundreds of millions of people worldwide, causing a high 
number of deaths. Variation in the natural course of HBV infection results from an interplay 
between viral and host genetic factors. In this study, we characterize the genetic variation in 
a set of HBV strains and in their human host populations to evaluate its impact on HBV 
prevalence. We obtained genomewide SNP data for 48 Native Americans individuals 
previously characterized for its circulating HBV lineages. These individuals were arranged 
in two groups: HBV+ (N=29) and HBV- (N=19), and compared considering 640 SNPs in 
genes associated to HBV response. The analysis of HBV mutations did not reveal variants 
with known effects for drug resistance or vaccine escape. However, we found statistically 
significant differences between HBV+ and HBV- involving 18 SNPs, most of which in the 
RARB gene. RARB is an important regulator of SLC10A1, which codes for the membrane 
receptor used by HBV to infect hepatocytes. Host genetic factors have been suggested to 
play an important role in HBV persistence, disease progression, and vaccine-induced 
immunity. However, the involvement of RARB suggests a novel pathway by which genetic 





















A análise filogenética é uma ferramenta importante no estudo de patógenos porque 
permite caracterizar e estabelecer relações entre diferentes linhagens e hospedeiros, 
fornecendo informações que podem ser interpretadas no contexto histórico/evolutivo e 
também de patogenicidade (Hartfield et al. 2014). Este trabalho buscou contribuir na 
elucidação da história evolutiva dos genótipos americanos F e H através da comparação entre 
as duas principais topologias sugeridas para HBV. Nossos resultados mostraram a ocorrência 
de suporte decisivo em favor da topologia enraizada nos genótipos F e H sugerida por 
Inferência Bayesiana (BI). Adicionalmente, mostrou que a aceleração das taxas de 
substituição proposta para o ramo que leva aos genótipos F e H só é sustentada sob o critério 
da Máxima Verossimilhança (ML), desaparecendo quando BI é considerada.  Esses 
resultados sugerem que, para o que se conhece de HBV em primatas até o momento, existe 
maior suporte estatístico para a interpretação de que o acúmulo de diferenças observado nas 
linhagens americanas F e H se deve a uma divergência antiga e não a uma aceleração 
provocada por seleção positiva. Essa afirmação é sustentada pela topologia de maior suporte 
que mostra a primeira divergência no clado formado pelo HBV de humanos e macacos do 
Velho Mundo separando linhagens americanas das demais. Além disso, essa interpretação 
filogenética concorda com a hipótese de dispersão do HBV junto aos primeiros 
colonizadores da América há ~16000 anos, o que justificaria também o acúmulo de 
diferenças tão importantes nessas linhagens, espelhando o ocorrido com as populações 
Nativas Americanas (Godoy et al. 2013; Raghavan et al. 2015). 
Nossas análises também foram sugestivas de que a utilização de macacos do Novo 
Mundo para o enraizamento da filogenia de HBV não configura a melhor estratégia 
provavelmente devido à diferença excessiva dessas espécies em relação aos demais. No 
presente trabalho, o enraizamento nos genótipos F e H produziram análises de maior suporte. 
Por fim, mostramos também que os testes para seleção positiva se mantiveram iguais para 
ambas topologias, evidenciando ocorrência de seleção positiva para códons do gene P e X. 
O HBV apresenta uma organização genômica complexa com ocorrência de ORFs 
sobrepostas que configuram restrições seletivas adicionais (Torres et al. 2011). Nossas 
análises incluíram apenas partes não-sobrepostas do genoma de HBV, de modo que análises 
mais propícias para este tipo de genoma devem ser consideradas para confirmação desses 





Como previamente mencionado, as distribuições genotípicas do HBV refletem 
padrões históricos especialmente relacionados com os movimentos migratórios da 
população em questão. Devido à alta ocorrência do genótipo D do HBV na região sul do 
Brasil, trabalhos anteriores têm sugerido uma relação com o histórico importante de 
migrações europeias da região (Bertolini et al. 2012; Gusatti et al. 2015; Paoli et al. 2018). 
Nesse trabalho nós descrevemos a relação em nível filogenético e populacional entre 
isolados de HBV/D circulantes na Americana Latina e Europa.  
Nossos resultados confirmaram as similaridades entre o HBV/D isolado da Itália com 
àqueles dos países com maior influência europeia recente (Argentina e das regiões Sul e 
Sudeste do Brasil), entretanto as análises a nível de subgenótipo evidenciaram que essa 
similaridade está relacionada especialmente com o subgenótipo D3 que é predominante 
nessas populações, enquanto para os genótipos D1 e D2 essas relações mudam, evidenciando 
múltiplas fontes do genótipo D na região. Adicionalmente, mostramos que a Itália apresenta 
uma expansão populacional muito mais antiga que todos os outros lugares amostrados, 
sugerindo o país como uma fonte deste genótipo na Europa. Como historicamente a região 
participou de rotas migratórias importantes, isso corrobora com o fato do genótipo D estar 
distribuído no mundo todo (Kostaki et al. 2018).       
  Por outro lado, mostramos também a dinâmica diferenciada existente na região do 
Caribe e Nordeste do Brasil, com predomínio do subgenótipo D4. Esse subgenótipo tem 
registros raros ao redor do mundo, ocorrendo em alguns países africanos (Candotti et al. 
2006; Andernach et al. 2009; Baha et al. 2012; Kwange et al. 2013). Nossos resultados 
mostraram que esse subgenótipo apresentam certa estruturação formando grupamentos 
principais que envolvem o Nordeste brasileiro, Cuba, e o Haiti. Trabalhos anteriores tem 
sugerido possível origem africana para esta cepa, com dispersão durante o período do tráfico 
de escravos (Banerjee et al. 2014; Barros et al. 2014), o que corrobora com a alta prevalência 
observada na região caribenha. Em conjunto, nossos resultados salientam a influência de 
muitas fontes de genótipo D na América Latina, com especial papel da Itália na dispersão do 
subgenótipo D3. 
Por fim, este trabalho comparou a ocorrência de variantes em genes relacionados com 
resposta ao HBV em duas amostras de Nativos Americanos, relacionando com a 





sociais que propiciam as rotas de transmissão associadas ao HBV e frequentemente 
apresentam altas prevalências da infecção (Torres 1996; Braga 2004; Godoy et al. 2016). 
Nossos resultados evidenciaram uma importante associação do gene RARB com a 
suscetibilidade à infecção. RARB tem sido descrito em estudos funcionais como um 
importante regulador do gene que codifica o receptor específico ao qual HBV se liga para 
ser internalizado no hepatócito (Tsukuda et al. 2015; Li et al. 2018), além de estar 
relacionado com ocorrência de desfechos mais graves da doença (Yang et al. 2003; Jung et 
al. 2010; Zhang et al. 2015; Cortes et al. 2018). Adicionalmente, a presença e funcionalidade 
do receptor na superfície do hepatócito tem sido descrita como fator limitante para a 
ocorrência de infecção por HBV (Ni et al. 2014). Desta forma, nossos resultados são 
sugestivos de que o gene RARB é um fator genético importante na suscetibilidade do 








































Este trabalho reuniu dados genéticos e evolutivos de ambos vírus e hospedeiro e 
buscou contribuir com o melhor conhecimento das linhagens de HBV circulantes na 
América Latina  de três maneiras: através da análise e discussão da melhor topologia 
proposta para a intrigante história evolutiva dos genótipos americanos F e H de HBV; pelo 
estabelecimento da contribuição das cepas circulantes na Europa sobre o HBV latino 
americano; e pela determinação de fatores genéticos de suscetibilidade hospedeira à 
infecção.  
 Como perspectivas estão a descrição detalhada de toda a amostra viral isolada 
previamente de Nativos Americanos com relação ao perfil mutacional do HBV, além da 
melhor descrição do papel funcional das variantes genéticas de RARB indicadas aqui como 
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